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摘要 : 从 烟台 海滨 水 域 分 离 出 一 株 海洋 单 细胞 微薄 。 通 过 形态 学 鉴定 和 18S rDNA 基因 序列 分 
析 确 定 该 株 真 核 微 藻 属 于 四 尺 沪 属 CTetraselmis sp.) ， 命 名 为 138 号 藻 种 。 利 用 Central Composite 
法 的 Box-Behnken 实验 设计 优化 了 此 藻 株 的 原生 质 体 备 条 件 。 获 得 了 以 原生 质 体制 备 率 为 目标 函数 
的 三 元 二 次 回归 方程 : 
Yi=88.30-0.19XIi+2.44X2+2.28X3-0.95XIX2-3.13XIX3+3.78X2X3-9.85X12-7.95X22-7.22X32。 得 到 最 优 制 
备 条 件 : 混合 酶 比例 纤维 素 酶 : 果 胶 酶 为 5:2; 混合 酶 浓度 为 4.5% (纤维 素 酶 浓度 为 2.7%， 果 胶 酶 
浓度 为 1.8%) , ; 缓冲 液 pH 为 6.4， 最 高 理论 制备 率 81.5%。 经 过 3 次 平行 试验 ， 实 际 得 到 的 原生 
质 体 制备 率 为 80.5%， 与 模型 预测 值 的 误差 为 1.24%。 绿 色 荧 光 和 蛋白 报告 基因 瞬时 表达 检测 了 所 制 
备 原 生 质 体 的 转化 能 力 。 
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Identification of a marine microalgae and optimization of protoplast preparation 
DING Juan!, ZHANG Lil HAO Yu Cheng?, YE Cheng?, PU Yang? 
(1. School of Life Sciences Ludong University, YanTai, 264000, Shan Dong; 
2. School of Agriculture Ludong University, YanTai, 264000, Shan Dong) 

Abstract: A unicellular marine microalgae was isolated at the seaside of Yantai. Both morphological 
identification and sequence analysis of 18S rDNA showed that this eukaryotic marine microalgae strain is 
Tetraselmis sp., named 138 algae. A Box-Behnken central composite design was utilized as an optimization 
of protoplast preparation rate within the experimental range. An equation was obtained to fit the empirical 
evidence of protoplast formation rate (Y). 
Y1-88.30-0.19X4142.44X2*2.28X3-0.95X1X5-3.13X1X343.78X2X5-9.85X4?-7.95X-7.22X3). The optimum 
conditions of protoplasts formation was cellulose: macerozyme at 5:2, concentration of mixed enzymes at 
4.5% (2.7% cellulose and 1.8% macerozyme) and buffer pH at 6.4. The theoretical maximum rate is 81.596. 
Three parallel verification test proved actual measured rate is 80.596. The error between model prediction 
and experimental testing is about 1.24%. Then the transformation efficiency of protoplast was confirmed 
by the transient expression of GFP gene. 
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真 核 微 藻 是 地 球 上 分 布 很 广 的 低 等 原始 植物 ， 对 其 进行 鉴定 及 分 类 是 研究 微 藻 的 基础 ， 也 是 一 
个 难点 巾 。 传 统 的 微 藻 鉴定 方法 多 以 形态 学 鉴定 为 主 ， 但 是 在 微 灌 个 体 极 小 或 因 环境 的 影响 导致 亲 
缘 关 系 较 近 的 种 类 形态 差异 较 大 的 情况 下 ,传统 的 鉴定 方法 具有 一 定 的 局 限 C31。 随 着 分 子 生物 学 的 
发 展 以 及 基因 序列 数据 库 的 不 断 丰富 ， 基 于 进化 上 保守 的 18S 核糖 体 基 因 (18S rDNA) 序列 ， 在 分 
子 水 平 上 对 真 核 微 藻 进 行 鉴定 和 分 类 ， 在 方法 学 以 及 实验 成 本 上 都 已 经 变 得 非常 成 熟 和 实用 办。 

真 核 微薄 适应 性 强 且 形态 多 样 ， 是 最 基础 的 初级 生产 者 之 一 。 微 党 细胞 内 富 含 高 价值 的 蛋白 质 
与 代谢 产物 ， 广 泛 地 应 用 于 食品 、 医 药 、 及 生物 质 能 源 等 领域 59。 同 时 其 细胞 结构 简单 、 易 培养 、 
生长 速度 快 、 易 于 进行 基因 工程 操作 ， 也 是 进行 光合 作用 和 代谢 机 制 研 究 的 良好 研究 对 象 ， 因此 借 
助 基因 工程 和 细胞 工程 技术 改良 藻 种 ， 且 有 广泛 的 应 用 前 景 四 。 

根据 报道 ， 已 经 完成 了 原生 质 体制 备 和 分 离 的 真 核 藻类 包括 3 LUCCA E. dE 
(Laminaria) 、 单 细胞 红 藻 紫 球 菠 CPorphyridium) PLS JA CGracialria) AE. ZLJ5 ETT f YL 28 
属 〈《Gracia1ia) 红 藻 原生 质 体 细胞 的 融合 和 再 生 研 究 [-5。 本 文 分 离 的 四 才 藻 (Corelia sp.) 是 一 种 
单 细 胞 海洋 绿 攻 ， 在 基础 研究 和 实际 应 用 方面 都 有 很 重要 的 价值 。 目 前 已 经 有 关于 其 原生 质 体制 备 
的 相关 报道 ， 由 于 海藻 细胞 壁 成 分 多 样 性 的 和 复杂 性 ， 如 何 通 过 混合 酶 及 不 同 处 理 条 件 等 多 因素 的 
共同 作用 ， 进 一 步 提 高 四 才 藻 原生质 体制 备 率 ， 还 有 待 深 入 研究 000。 应 用 Box-Behnken 设计 的 响 
应 曲面 设计 方法 (Response Surface Methodology; RSM) ， 能 够 利用 合理 的 试验 设计 ， 同 时 研究 多 
个 参数 的 组 合 效应 。 通 过 对 回归 方程 的 计算 和 实验 验证 ， 优 化 工艺 参数 ， 解 决 多 变量 问题 e, 在 
本 文中 ， 将 体系 的 响应 〈 四 斗 菠 原 生 质 体制 备 率 ) 作为 三 个 因素 《纤维 素 酶 和 果 胶 酶 混 酶 的 比例 、 
浓度 以 及 酶 解 时 的 pH) 的 函数 ， 优 化 其 原生 质 体制 备 条 件 ， 提 高 了 原生 质 体 的 制备 率 ， 并 利用 绿色 
荧光 蛋白 CGFP) 报告 基因 对 所 制备 的 原生 质 体 转化 系统 进行 了 检测 。 本 研究 将 为 此 单 细 胞 微薄 的 
基因 转化 和 遗传 育种 研究 提供 有 力 的 工具 ， 同 时 为 这 一 藻 种 的 产业 化 应 用 黄 定 了 基础 。 
1、 材 料 与 方法 
1.1 实验 材料 与 试剂 
f'2 海水 培养 基 用 于 培养 138 号 藻 种 。 
磷酸 缓冲 溶液 配制 ”溶液 A: KH2PO4 0.2 mol/L 

溶液 B: KaHPO4 0.2 mol/L 


Ei] 


TH 


ZFR (Cellulose R-10, Yakult Honsha) 、 果 胶 酶 (Macerozyme R-10, Yakult Honsha ) 
预 处 理 剂 : 50 mmol/L EDTA, 25 mmol/L DTT 

原生 质 体 转化 能 力 验 证 : GFP 报告 基因 质粒 pEGFP-NI (Clontech 公司 ) ， 质 粒 中 含有 能 够 在 真 核 
细胞 中 表达 的 GFP 表达 框 CCMV pro-EGFP-SV40 ter) ， 中 国 科 学 院 烟台 海岸 带 研究 所 生物 资源 如 
点 实验 室 惠 赠 ， 高 浓度 质粒 已 提取 并 于 -20 °C 冻 存 ; 直径 为 0.425-0.600 mm 玻璃 珠 用 于 转化 。 以 灭 
菌 海 水 为 溶剂 ， 配 制 0.5M 甘露 醇 溶液 作为 渗透 剂 。， 


dE 
3 


mu 
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1.2 藻 种 的 分 离 培养 

藻 种 分 离 于 2016 年 6 月， 取样 地 点 为 山东 烟台 养 马 岛 大 桥 附近 ,采集 的 是 表层 海水 。 水 样 划 线 
接种 到 02 固体 培养 基 , 光照 培养 箱 培养 , 温度 设 定 为 23 "C, 光 强 设 定 为 5500 Ix, 光 瞳 比 12 h:12 h. 
培养 至 第 7 天 后 在 固体 培养 基 表 面 观察 到 明显 的 单 藻 落 ， 挑 取 并 镜 检 ， 通 过 形态 鉴定 初步 判断 该 藻 
株 为 扁 藻 。 
1.3 188 rDNA 的 PCR 扩 增 

使 用 18S rDNA 通用 引物 : 18S-F CCAAGTTTCTGCCCTATCAGCT) 和 18S-R CGCTTTC 
GCAGTAGTTCGTCTT) 。PCR 扩 增 条 件 : 94°C 预 变性 3 min; 94°C 变性 30 s，50°C 退火 30 s, 
72 °C 延伸 45 s, 35 个 循环 ;， 72 °C 延伸 10 min. PCR 产物 送 上 海 生 工 测序 。 
1.4 序列 分 析 及 系统 进化 树 的 构建 

将 测序 所 得 序列 ,进行 BLAST 相似 序列 比 对 呈 。 根 据 比 对 结果 的 了 值 、 一 致 性 以 及 Gaps 的 大 
小 ， 下 载 最 相近 的 几 个 序列 。 使 用 软件 MEGA7.0 中 的 邻接 法 (NJ) 构建 系统 进化 树 ， 对 其 进行 分 
析 鉴 定 。 
1.5 原生 质 体 分 离 纯化 

将 分 离 出 的 138 号 藻 种 培养 至 对 数 期 ， 取 荡 液 2 mL，4000 r/min 离心 10 min， 除 去 上 清 液 ， 收 
集 沉淀 。 加 入 2 mL 灭 菌 水 充分 洗涤 ，4000 r/min 离心 10 min， 去 除 上 清 液 ， 重 复 2 次 。 再 将 藻 细 胞 
基 浮 于 S mL 的 预 处 理 剂 ，30 °C 摇 床 轻微 震荡 60min, 4000 r/min 离心 5 min 去 除 预 处 理 剂 。 预 处 
里 的 藻 细 胞 ， 加 入 2 mL 灭 菌 水 洗涤 2 次 。 将 0.5mL 的 混合 酶 液 加 入 不 同 pH(5.0、5.5、6.0、6.5、7) 
缓冲 液 处 理 藻 细 胞 ， 在 150 r/min 的 摇 床 上 震荡 。 每 隔 30 min 取 适 量 藻 液 ， 显 微 镜 下 观察 破 壁 情况 
并 计数 ， 至 分 离 出 的 原生 质 体 数量 不 再 增加 为 止 。 
1.6 原生 质 体制 备 率 计 算 
采用 低 渗 爆破 法 : 定量 吸取 原生 质 体 悬 浮 液 ， 分 别 用 无 菌 水 和 高 渗 溶 液 重 悬 浮 ， 静 置 60 min 后 
用 血球 计数 板 计数 。 

原生 质 体 数 =A( 悬 浮 于 高 渗 溶液 的 细胞 数 ) 一 C( 悬 浮 于 无 菌 水 后 破裂 的 残留 细胞 数 ) 

原生 质 体制 备 率 (%) = (A 一 C/ 藻 液体 积 )x100% 


I" 


R 


1.7 单 因素 实验 
1.7.1 两 种 酶 比例 的 选择 
将 体积 分 数 为 % 的 纤维 素 酶 和 果 胶 酶 按照 1:3、2:3、1:1、3:2、4:1 的 比例 在 0.85 mol/L KCL 
溶液 中 配制 成 不 同 浓度 的 混合 酶 解 液 ， 混 合 均匀 后 加 入 预 处 理 后 的 藻 细 胞 ， 调 节 pH 为 6， 酶 解 6h 
后 终止 反应 ， 测 定 原生 质 体制 备 率 。 
1.7.2 水 解 酶 浓度 的 选择 

将 纤维 素 酶 、 果 胶 酶 按照 3:2 的 比例 按照 体积 分 数 分 别 为 0.50%、0.75%、1.25%、2.50%、5.00% 
KEE 0.85mol/L KCL 溶液 中 配制 成 不 同 浓度 的 混合 酶 解 液 ， 震 荡 混合 均匀 ， 加 入 预 处 理 后 的 藻 细 
胞 ， 调 节 pH 为 6， 酶 解 6h 后 终止 反应 ， 测 定 原生 质 体制 备 率 。 
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1.7.3 最 佳 pH 的 选择 

将 纤维 素 酶 、 果 胶 酶 以 3:2 的 比例 按照 2.50% 的 体积 分 数 在 0.85 mol/L KCL 溶液 中 配制 成 不 同 
浓度 的 混合 酶 解 液 ， 震 荡 使 其 混合 均匀 ， 加 入 到 预 处 理 后 的 藻 细 胞 中 ， 调 节 pH 分 别 为 5.5、6、6.5、 
7、7.5， 酶 解 6h 后 终止 反应 ， 测 定 原 生 质 体制 备 率 。 
1.8 响应 面 实验 设计 

采用 Box-Behnken 中 心 组 合 设计 以 Xi EE) ~ X CERE) ~. X (pH) JASE, MUY ( 原 
生 质 体 制备 率 %) 为 响应 值 的 三 因素 三 水 平实 验 ， 中 心 组 合 试验 方案 中 的 因素 及 水 平 如 表 1 所 示 。 
使 用 Design-Expert 8.0 进行 数据 分 析 。 分 别 选 择 各 个 因素 中 以 最 高 制备 率 为 中 间 值 的 3 个 水 平 ， 即 
酶 比例 为 1:1、3:2 和 4:1， 两 种 酶 浓度 为 1.25%、2.50% 和 5.096, pH 73 6.0. 6.5 和 7.0， 设 计 了 3 因 


素 三 水 平 的 响应 面 实 验 ， 中 心 试验 重复 $ 次 ， 共 进行 了 17 个 试验 。 
表 1 响应 面 实验 因素 与 水 平 


Table 1 Factors and levels used in response Surface experiments 


变量 1 0 1 
酶 比例 1:1 3:2 4:1 
酶 浓度 1.25% 2.5% 5% 
pH 6.0 6.5 7.0 
1.9 GFP 瞬时 表达 验证 


1000 r/min 离心 10 s 收集 最 优 条件 下 制备 的 原生 质 体 细胞 ， 去 上 清 后 用 上 述 的 海水 甘露 醇 溶 液 
洗涤 藻 体 两 次 ， 再 用 500 pL 此 甘露 醇 溶 液 重 悬 ， 菠 细胞 计数 约 为 2.0X107 个 。 再 向 重 悬 的 原生 质 体 
中 加 入 2 hg 加 质粒 ， 再 加 入 400 mg 玻璃 珠 ， 涡 旋 处 理 25 s。 用 适量 甘露 醇 溶液 洗 出 原生 质 体 细胞 ， 
25C 黑 暗 培养 10h。 离 心 收集 藻 体 ， 于 92 海水 培养 液 中 继续 培养 72 h 后 ， 收 集 大 约 4.0X105 个 原 
生 质 体 样品 ， 通 过 荧光 显微镜 (Nikon, Eclipse 50i) ， 以 蓝光 激发 观察 转化 结果 。 

2 结果 及 分 析 
2.1 ERES ERME 

光学 显微镜 下 观察 如 图 1 所 示 。 在 光学 显微镜 下 ， 藻 体 呈 现 明 显 的 单 细胞 体 ， 绿 色 ， 长 圆 形 或 
瓜子 形 ， 一 般 扁 压 ， 左 右 基 本 对 称 ， 腹 部 较 平 整 ， 而 背部 略微 突出 。 细 胞 底部 呈 椭 圆 形 ， 前 端 中 央 
有 1 个 明显 的 止 陷 并 伸 出 鞭毛 。 


图 1 138 号 藻 株 形态 


Figure 1 The morphology of 138 


22 分 子 生 物 学 鉴定 结果 


2.2.1 样品 总 DNA 及 PCR 扩 增 产物 电泳 检测 


J: 
样品 的 总 DNA 电泳 检测 结果 如 图 2a 所 示 ， 由 图 中 的 条 带 可 知 提取 的 DNA 纯度 较 高 ， 能 够 进 
行 下 一 步 的 PCR 扩 增 。 PCR 产物 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 图 谱 显 示 仅 有 一 条 清晰 的 条 带 , 表明 PCR Zi 


S M 


2000 bp 2000 bp 


1000 bp 
750 bp 


500 bp 


(a) (b) 


图 2 样品 总 DNA 电泳 图 Ca) 和 PCR 扩 增 产物 电泳 图 (b) 


Figure 2 Agarose gel electrophoresis of total DNA (a) and PCR (b) 


S 为 138 号 菠 株 样品 总 DNA; 1. 273 138 号 菠 株 样品 PCR 扩 增 产物 ，M 为 DL 2000 DNA Marker 


良好 ， 且 产物 在 500 bp 至 750bp 间 ， 接 近 700 bp. 


2.22 18S rDNA 序列 分 析 比 对 及 进化 树 构建 
PCR 扩 增 产物 经 纯化 后 测序 ， 测 序 结果 如 图 3: 测 得 138 号 藻 种 的 18S rDNA 的 长 度 为 627 bp. 


E 
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18SIDNA 序 列 用 BLAST 进行 同 源 性 比 对 , JEER JUFRA E UU 71 BERI 18S rDNA FÆ Query cover 


和 Ident 值 相似 度 达 到 99%， 结 果 表 明 检 测 藻 种 应 为 四 嫩江 属 (Tetrase1mis) 。 选 取 相似 度 最 高 的 这 
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5” —-TGAGTTCGTCTTTCATAAATCCAAGAATTTCACCTCTGACAAT 
GAAATACGAATGTCCCCGACTGTCCCTCTTAATCATTACTCTGGTCTCACA 
GACCAACAAGATAAGCCAGAGTCCTATCATGTTATTCCATGCTAATGTATT 
CAGAGCGATGGCTTGCTTTGAACACTCTAATTTACTCAAAGTAACCTCGTC 
AGCTCCTAGTCCCGGACAGTTAAGCCCAGGAGCTAGTCCCCGACAACAAGA 
TGGGACTGGCCAGTGCACATCGAAACGACGGACCGGCAAATCCCATCCGAA 
ATCCAACTACGAGCTTTTTAACTGCAGCAACTTAAATATACGCTATTGGAG 
CTGGAATTACCGCGGCTGCTGGCACCAGACTTGCCCTCCAATGGATCCTCG 
TTAAGGTTGTTTAGATTGTACTCATTCCAATTACCAGACTTGAAAAGCCCG 
GTATTGTTATTTATTGTCACTACCTCCCTGTGTCAGGATTGGGTAATTTGC 
GCGCCTGCTGCCTTCCTTGGATGTGGTAGCCGTTTCTCAGGCTCCCTCTCC 
GGAATCGAACCCTAATTCCCCGTCACCCGTTACCACCATGGTAGGCCTCTA 
TCCTACCATCGCCAGCTGATAGG-3" 


图 3 138 号 藻 株 18S rDNA 基因 测序 结果 


Figure 3 Sequence of 18S IDNA gene of 138 


EWAH FREER 18S rDNA 序列 ， 与 138 号 藻 种 序列 构建 的 进化 树 见 图 4。 


JQ315802.1 Tetraselmis sp. KMMCC 106 

138 algae 

KM985393.1 Tetraselmis sp. QUCCCM22 

KM985410.1 Tetraselmis sp. QUCCCMS50 

FJ559380.1 Tetraselmis subcordiformis strain KMMCC P-6 
KU561107.1 Tetraselmis subcordiformisDHmm3S1 
KT860862.1 Tetraselmis sp. RCC124 

FJ559384.1 Tetraselmis carteriiformis strain KMMCC P-12 
KU561142.1 Tetraselmis subcordiformis Xmm14S2 
KU561160.1 Tetraselmis subcordiformis Xmm14S3 


图 4 基于 188 rDNA 序列 构建 的 系统 发 生 树 


Figure 4 Phylogenetic tree based on 18S rDNA 
从 图 4 中 可 以 看 出 ， 在 NJ 法 构建 的 进化 树 上 ，138 55 Tetraselmis sp. KMMCC 106 育成 
一 文 ， 自 展 值 为 85%， 置 信和 度 在 显著 水 平 ， 可 以 认定 138 FRE Tetraselmis sp. KMMCC 106 属于 
同一 属 藻类 。 所 以 138 号 藻 株 属于 绿 藻 门 (Chlorophyta) ,— £X (Prasinophyceae) , WA ŻEE 


(Tetraselmis ) [619]。 
(b) (c) 
(f) 


2.3 不 同 酶 解 时 间 形 态 比较 
Figure 5 The protoplast morphology of 138 under different enzymatic hydrolysis treats (10x100) 


(a) 
(d) 


图 5 138 号 藻 体 不 同 酶 解 时 间 下 的 形态 变化 (10x100) 


(e) 


TE: (a) 未 处 理 的 藻 体 ，(b) 酶 解 8h 的 藻 体 ，(c) 酶 解 10 的 藻 体 ，(d) 酶 解 30 的 藻 体 ，(e) 高 渗 溶 液 下 的 藻 体 ，( 人 ) 低 渗 溶 液 下 的 藻 体 

如 图 5 所 示 藻 体 酶 解 8h 后 开始 破 壁 ，10 h 后 能 够 清晰 地 观察 到 洛 体 的 破 壁 现象 ， 30p 后 细胞 
形态 与 未 处 理 时 近似 圆 形 的 细胞 比较 ， 酶 解 后 藻 体 细胞 呈现 不 规则 现象 ， 油 镜 下 能 清晰 地 观察 到 藻 
体 细胞 周围 无 细胞 壁 。 
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2.4 原生 质 体 鉴定 

(1) 形态 上 : 细胞 壁 被 酶 解 后 去 ,裸露 的 原生 质 体 失 去 了 保护 屏障 ， 在 形态 上 比 未 处 理 过 的 藻 
细胞 更 接近 球形 ， 如 图 5a. K 5c、 图 5d 所 示 。 随 着 酶 解 时 间 延 长 ， 原 生 质 体 的 形态 变 得 更 加 不 规 
则 (图 5a 酶 解 30h 对 比 图 Sc 酶 解 10h〉。 在 高 渗 溶液 下 存在 原生 质 体 ( 图 Se)) ; 而 低 渗 溶液 下 
能 清晰 地 观察 到 原生 质 体 破裂 现象 (图 SQ). 

(2) 细胞 大 小 : 在 100 倍 物镜 下 ， 藻 体 近 似 圆 形 或 者 椭圆 形 ， 其 圆 形 直径 约 为 13.75 ums. Wi 
圆 形 藻 体 细胞 长 直径 约 为 17 hm， 短 直径 约 为 11.83 ym， 同样 酶 解 30 h 后 的 到 的 原生 质 体形 状 不 规 
则 近似 长 方形 ， 长 边 约 为 10 num， 短 边 约 为 0.75 um. 
2.5 原生 质 体制 备 单 因素 实验 

不 同 酶 比 下 原生 质 体 制备 率 结 果 见 图 6(a), 维 素 酶 果 胶 酶 比例 最 优 为 3:2。 后续 实验 采用 此 最 优 
酶 比例 ， 进 行 单 因 素 实验 结果 见 图 6(b)， 确 定 最 优 的 酶 浓度 为 2.50% (纤维 素 酶 浓度 为 1.5%， 果 胶 
酶 浓度 为 1.0%) 。 然 后 在 上 述 条 件 下 进行 不 同 pH 的 单 因 素 实验 (图 6(c)) 最 终 确定 了 pH 为 6.5 
的 最 大 值 。 根 据 单 因 素 实验 结果 ， 进 行 后 续 的 响应 面 实 
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图 6 不 同 酶 比例 (a)， 不 同 酶 浓度 (b)， 不 同 pH (c) 条 件 下 原生 质 体制 备 率 


Figure 6 The protoplast rate with different enzyme ratios (a), different concentrations of enzyme (b) and different pH (c) 
2.6 优化 回归 模型 的 创建 及 显著 性 检验 
根据 表 1 及 单 因素 实验 确定 的 三 个 独立 输入 变量 和 输出 变量 实验 结果 的 不 同 组 合 见 表 2。 


表 2 三 因素 独立 变量 的 Box-Behnken 实验 设计 


Table 2 Box-Behnken experimental design with three independent variable 


Run No. Xi X2 X3 Y1(%) 
1 1 1 0 69.4 
2 -1 1 0 69.7 
3 1 -1 0 73.2 
4 1 1 0 70.1 
3 0 -1 -1 68.3 
6 0 -1 1 66.6 
7 0 1 -1 72.1 
8 0 1 1 85.5 


9 -1 0 -1 67.8 


11 1 
12 1 
13 0 
14 0 
15 0 
16 0 
17 0 


经 过 Design Expert 软件 对 实验 数据 进行 多 元 回归 拟 合 , 获得 以 


数 的 二 次 回归 方程 : 


Y1=88.30-0.19X1+2.44X2+2.28X3-0.95X1X2-3.13X1X3+3.78X2X3-9.85X12-7.95X22-7.22X3? 对 模型 进行 


90.1 


92.4 


88.4 


84.3 


四 十 藻 原 生 质 体 获 得 率 为 目标 


ES 


H 


归 分 析 结 论 见 表 3 。 模 型 的 F=6.70, 效果 明显 , 说 明 该 模型 显著 ; 模拟 失 拟 项 F=3.25, P-0.142520.05, 


明 酶 浓度 和 缓冲 液 pH 对 藻 体 原生 质 体 的 影响 效应 显著 ， 而 酶 


表 3 138 


青 况 较 好 ， 实 验 误 差 小 。 从 方差 分 析 结 


证 明 失 拟 项 不 显著 U3，; R=0.8960 线性 关系 明显 ， 模 式 调整 确定 系数 R24q=0.7623， 证 实 该 模型 能 
阐述 76.23% 相 应 值得 变化 ， 总 体 证 实 响应 面 效果 对 实验 吻合 1 
果 还 可 以 得 出 : XS, X2, X2 的 P<0.05 差异 显 


著 性 ， 各 因素 的 下 值 大 小 顺序 是 FX2>FX3>FX1， 证 


可 归 模 型 的 方差 分 析 


Table 3 Analysis of variance regression model of 138 


项 平方 和 
模型 1185.95 
XI 酶 比 0.28 
Xs 浓度 47.53 
X; pH 4141 
XiXo 3.61 
XX 39.06 
X2X3 57.00 
x? 408.52 
xy 266.12 
xy 219.79 
残 差 137.64 
失 拟 项 97.58 
净 误 差 40.06 
总 离 差 1323.59 


注 : R2-0.8960; R?m=0.7623 


均 方 


131.77 


47.53 


41.41 


3.61 


39.06 


57.00 


408.52 


266.12 


219.79 


19.66 


32.53 


10.02 


F (Ë 


6.70 


0.014 


2.42 


2.11 


0.18 


1.99 


2.90 


20.78 


13:53 


11.18 


3.25 


比例 的 影响 相对 较 小 。 


0.0101 significant 


0.1425 not significant 


201808.00180v1 


chinaXiv 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


Yi 


图 7 138 藻 株 原生 质 体制 备 率 响 应 面 图 


Figure 7 protoplast preparation rate of 138 response surface map 
图 7 中 曲面 的 陡峭 程度 可 以 表明 变量 对 原生 质 体制 备 率 的 影响 程度 ， 曲 面 较 陡 表明 影响 较 大 ， 
反之 则 较 小 ; 而 等 高 线 图 反映 了 因素 间 交 互 作用 的 强 弱 大 小 ， 椭 圆 形 表示 交互 作用 显著 ， 辆 形 表示 
交互 作用 不 显著 。 由 图 7 可 知 : 任何 2 个 交互 因素 的 响应 面 都 存在 最 高 点 ， 混 合 酶 比例 和 混合 酶 浓 
度 的 交互 作用 、 混合 酶 浓度 和 缓冲 液 pH 的 交互 作用 、 缓冲 液 pH 和 混合 酶 比例 的 交互 作用 原生 质 体 
制备 率 的 影响 极 显著 (等 高 线 图 为 椭圆 形 )。 由 三 维 立 体 图 可 以 看 出 ， 两 两 因素 之 间 的 影响 均 呈 基 
本 抛物 线 型 ， 说 明 有 一 个 最 大 值 。 


根据 方程 拟 合 出 四 于 藻 原 生 质 体制 备 的 最 佳 条 件 理 论 值 是 ， 酶 比例 纤维 素 酶 : 果 胶 酶 为 5:2， 
酶 浓度 为 4.50% 纤维 素 酶 浓度 为 2.7%， 果 胶 酶 浓度 为 1.8%) , RIR pH 为 6.4， 理 论 最 高 提取 
率 81.5%。 按 照 此 条 件 经 过 3 次 平行 试验 验证 ， 实 际 求 得 的 原生 质 体 获得 率 为 80.5%， 与 模型 预测 
值 的 误差 为 1.24%。 
2.7 GFP 瞬时 表达 验证 

使 用 荧光 显微镜 观察 ， 白 光 视 野 下 和 蓝光 激发 后 的 结果 分 别 如 图 8(a)，(b) 所 示 : 通过 蓝光 激发 ， 
观察 到 发 出 红色 荧光 的 藻 体 , 这 是 由 叶绿素 在 未 转化 细胞 中 产生 的 ; 而 成 功 表 达 了 GFP 的 阳性 转化 
子 ， 则 发 出 由 GF 的 绿色 荧光 与 叶绿素 的 红色 荧光 县 加 而 成 的 黄 绿色 荧光 跨 。 根 据 阳性 转化 子 的 比 
AE, 计算 转化 率 约 为 0.6x 105. GFP 瞬时 表达 实验 表明 通过 条 件 优化 后 制备 得 到 的 138 号 藻 的 原生 
质 体能 够 以 较 高 的 转化 率 进行 后 续 所 需要 的 转化 操作 。 


图 8 绿色 荧光 蛋白 瞬时 表达 


Figure 8 GFP transient expression 


注 : (a 
3 讨论 
从 烟台 养 马 岛 大 桥 附 近 分 离 得 到 138 号 藻 株 ， 通 过 对 落体 细胞 的 显 微 结构 观察 和 18S rDNA 序 
列 的 分 子 生 物 学 分 析 ， 鉴 定 出 此 藻 株 属于 四 入 藻 属 〈(7Tetraselmis) 。 汇 体 细 胞 的 显 微 结构 与 四 车 藻 
极为 相似 ，18S rDNA 序列 在 NCBI 数据 库 中 进行 比 对 ， 与 九 株 四 斗 藻 属 的 微 藻 相 似 度 达到 了 99%。 
由 NJ 法 构建 的 进化 树 中 ，138 号 藻 株 与 四 放 藻 属 聚 成 一 支 ， 自 展 值 为 85%， 置 信和 度 在 显著 水 平 ， 可 
以 认定 138 号 藻 株 与 四 于 藻 属 微 藻 为 同一 个 属 。 因 为 海藻 细胞 壁 多 糖 组 成 的 复杂 性 和 多 变性 ， 应 用 
高 等 植物 的 相对 成 熟 的 的 原生 质 体制 备 方法 不 能 直接 适用 ， 需 要 根据 不 同 菠 种 甚至 不 同 生 长 环境 
通过 复合 酶 解 的 方式 进行 ， 同 时 还 要 考虑 混合 酶 处 理 时 ， 多 种 重要 因素 所 造成 的 影响 。 为 了 高 效 各 
备 138 号 灌 的 原生 质 体 ， 以 单 因素 试验 确定 的 原生 质 体制 备 的 最 适 条 件 为 基础 进行 响应 面 多 因素 优 
化 试验 。 最 后 响应 面 优化 试验 得 到 的 138 号 藻 原 生 质 体制 备 的 最 优 条 件 为 : 纤维 素 酶 : 果 胶 酶 为 5:2; 
混合 酶 浓度 为 4.50%〔 纤 维 素 酶 浓度 为 2.7%， 果 胶 酶 浓度 为 1.896) , RIR pH 为 6.4， 理 论 最 高 


esl 


光 下 转化 后 的 洛 体 ，(b) 蓝 光 激 发 下 转化 后 的 藻 体 ;标尺 为 10 um 


PEN 


制备 率 为 81.5%。 经 过 3 次 平行 试验 验证 ， 实 际 求 得 的 原生 质 体 制备 率 为 80.5%， 与 模型 预测 值 的 
误差 为 1.24%。 随 后 利用 绿色 荧光 蛋白 报告 基因 的 瞬时 表达 ， 确 定 了 外 源 基因 能 够 在 所 制备 的 原生 
质 体 中 成 功 表达 。 对 比 已 经 报道 的 单 细 胞 微 洛 原生 质 体 制备 条 件 ， 本 文 不 但 考察 了 传统 的 酶 比例 ， 
混合 酶 浓度 和 pH 等 单 因 素 作用 结果 ， 同 时 通过 试验 设计 综合 考察 了 这 三 种 因素 的 共同 作用 ， 确 定 
了 138 号 江原 生 质 体制 备 的 最 优 条 件 。 此 研究 可 以 为 优化 单 细胞 微 藻 原生 质 体制 备 条 件 提 供 具 有 一 
定 通用 性 的 模式 ， 同 时 还 能 够 推动 该 海洋 单 细胞 绿 藻 的 生理 生化 等 多 方面 基础 研究 ， 有 助 于 开发 
商业 应 用 价值 。 
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